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摘要 
I 
摘  要 
据世界卫生组织报道，近年来，由于环境、职业及饮食结构等因素的改变，慢
病 (NCD) 成为了导致残疾和死亡的重要原因，导致死亡的人数已经达到了死亡总
人数的约 60%，同时也导致了全球疾病经济负担逐渐加重。因此，NCD 已经成为
一个全球性的极其重要的公共卫生问题。其中，恶性肿瘤也称癌症，又是目前
NCD 中导致死亡的最重要原因。因此，控制肿瘤向恶性发展，提高癌症的预防和
治疗水平尤为重要。 
游离脂肪酸 (FFAs) 为细胞的主要代谢产物，在组织中 FFAs 合成的增强是癌
症的一个重要特征。因此，组织中 FFAs 的研究已经成为了一项新的评估肿瘤进展
和癌症生物标志物的研究，其含量测定方法的研究也成为了一项有意义的临床诊断
及癌症研究。 
本论文的研究目的是以结肠癌患者肿瘤组织中的 FFAs 为研究对象，利用
HPLC/MRM 技术，建立一个能够在 15 min 内同时对人体肿瘤组织中的 22 种 FFAs
进行快速定性定量的可靠分析方法。为避免肿瘤组织中的其它成分对目标成分的干
扰，本研究在组织分离提取以及测定分析条件上进行了摸索，考察了其日间精密度
和日内精密度均在 5%偏差以内，并进行了严谨的方法验证。同时还对 10 例患者的
肿瘤组织与对照组织进行了 FFAs 含量测定，结果发现有 9 种 FFAs 包括：C22:6，
C20:3，C20:2，C24:1，C20:1，C16:1，C14:1，C18:0 和 C16:0 的含量有明显的增
高。本论文工作量大，综合运用相关的技术手段解决了临床应用中测定体内 FFAs
的实际问题，从而为癌症的研究及临床诊断提供了一个重要依据，具有潜在的社会
效益。 
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Abstract 
II 
Abstract 
According to the statistics, the disease and death spectrum change significantly in 
recent years and NCD have become the leading cause of death. Malignant tumor is a 
major reason of death for NCD. It has become a major disease which seriously 
endangers human life and health, and restricts the development of society and 
economy. The key to the treatment of malignant tumors is three early, including 
early detection, early diagnosis and early treatment.  
The major cellular metabolites, free fatty acids (FFAs) play an important role 
during tumor pathogenesis. Leading to fatty acid synthesis increased in tissues is a 
characteristic feature of cancer. Therefore, measuring FFAs in vivo is very important 
for cancer research and clinical diagnosis.  
In this paper, the FFAs in colonic cancer tissues were studied. To avoid the 
interference of other components in the tumor tissue to the target composition, the 
extraction and analysis conditions were explored in the organization. By using 
HPLC/MS MRM technology, we establish a reliable method for rapid qualitative and 
quantitative analysis of 22 kinds of FFAs in human tumor tissues in 15 min.  The 
precision of day and intra-day were less than 5%. At the same time, FFAs in tumor 
tissues of 10 patients and control group were determined. Results showed that 9 
kinds of FFAs including C22:6, C20:3, C20:2, C24:1, C20:1, C16:1, C14:1, C18:0 
and C16:0 were significantly increased, which is an important basis for clinical 
diagnosis and cancer research. 
 
Keywords: Colon tumor; MRM technique; Free fatty acids; Methodology. 
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缩略语 
III 
缩 略 语 
缩写 全称 
FFAs 
SCD1 
free fatty acids 
stearoyl-CoA desaturase 1 
GC gas chromatograph 
HPLC high performance liquid chromatography 
GC-MS gas chromatography-mass spectrometer 
HPLC-MS high performance liquid chromatography-mass spectrometer 
HPCE high performance capillary electrophoresis  
ESI electronic spray ionization 
APCI atmospheric-pressure chemical ionization 
MRM multiple reaction monitoring 
FIA flow injection analysis 
IS ion spray voltage 
GS1 ion source gas 1 
GS2 ion source gas 2 
CAD collision gas 
TEM source temperature 
CUR curtain gas 
CE collision energy 
DP declustering potential 
EP entrance potential 
CEP collision cell entrance potential 
CXP collision cell exit potential 
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第一章  序言 
1 
第一章 序言 
1.1 引言 
体内物质包括人或动物的体液及各组织器官内的物质，体内物质分析主要用于
分析目标化合物及其代谢物的组成及浓度，了解目标化合物在体内的数量以及质量
的变化[1]。体内物质分析主要应用于药物的研究、临床合理应用以及病理的分析诊
断等等。体内物质的分析已成为国内外医药学研究领域的前沿技术之一。其分析特
点是被分析物处于复杂的生物基质体系中，采样量少，并且需要在特定的条件下采
集，不易重新获得。因此，提取纯化得到的样本组分极其复杂，并且目标组分含量
极低，浓度呈现动态的变化，存在的干扰众多，主要为内源性物质的干扰，比如蛋
白质、糖、脂肪、离子等的干扰[2]。因此，体内物质的分析方法要求极高，必须同
时满足灵敏度高及专属性高的要求，目前应用于体内物质分析的常用分析方法主要
有免疫分析法 (Immunoassay) 和色谱法 (chromatography)[3-4]。 
免疫分析法是指利用抗原与抗体的高选择性反应来检测目标组分的分析方法[5]。
免疫分析法测定物质的含量水平可以达到 μg 级，甚至 ng 级，具有超低的检出限。
免疫分析中样品的制备一般不需要进行特殊的预处理且用量少，因此操作简便、快
速，可以应用于体内各种抗体或抗原、半抗原的测定，包括微生物、蛋白质、激素
及药物等。但是，由于免疫分析法需要针对每一种目标组分来制备具有特异性的抗
体和标记物，因此其分析的整个过程耗时、耗力，普通的实验室通常难以做到。目
前，绝大部分实验室为缩短分析的时间，一般是通过购买已制备好的抗体试剂盒，
因此，经费投入高且可分析的品种受到了极大的限制。另外，其分析测定过程中受
到操作者的影响大，导致数据结果的重复性不高，因此，准确度不如色谱法。 
色谱法通常包括高效液相色谱法 (HPLC)、气相色谱法 (GC)、毛细管电泳色谱
法 (HPCE)[6-8]、高效液相色谱质谱联用法 (HPLC-MS)、气相色谱质谱联用法 (GC-
MS) 以及毛细管电泳色谱质谱联用法  (HPCE-MS)。其基本原理为：根据流动相中
不同的组分在流动相与固定相之间作用力不同，包括离子交换作用、吸附作用及分
配等等，各组分在两相态之间进行多次的平衡，使得流动相中各组分以不同的速度
沿固定相作相对的运动，达到各组分相互分离的效果。色谱分析法既能对组分进行
分离，又能对组分进行分析，能够有效地去除与各组分结构相近的某些内源性杂质
或代谢产物的干扰，选择性较高、检测限低，在生物化学、有机化学、分析化学等
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研究领域有广泛的应用。通常，色谱分析法被普遍认为是可用于评价其它分析方法
的参比方法。尽管色谱分析法具有众多的优势，但是，在某些情况下也存在着不少
的不足，故此限制了它在某些领域中的应用。比如在大多数的 HPLC 中配备的只是
单一的光谱学检测器 (荧光或者紫外检测器)，只限于测定能够产生荧光或具有紫外
吸收特征的组分，容易被其它含有相同色谱特征的官能团的杂质所干扰，同时，因
其不提供被分析组分的分子结构信息，使得难以分辨目标分析物的异构体。因此，
色谱法的灵敏度难以满足很低浓度样品的分析要求。又如 GC 法还受分析物的热稳
定性以及挥发性的限制，挥发性差及热稳定性差的组分均不可用于 GC 法。而 GC-
MS 法对样品除了要求热稳定性及挥发性好外，还要求样品终溶液为有机溶液，而
对于水溶液样品需进行萃取分离或者采用顶空进样技术，并且有些物质若极性非常
强，例如有机酸类化合物，在加热过程中易分解，此时必须将酸变为酯，即进行酯
化处理才能分析。因此，GC 法及 GC-MS 法中样品处理过程及分析过程都比较复
杂[9]。另外，GC-MS 及 HPLC-MS 的分析都是通过监测化合物分子离子来获取分析
数据的，不提供被分析组分的分子结构信息，存在与被分析化合物相同或接近分子
量的大量杂质的干扰，从而造成测定结果准确度降低。因此，常用的色谱分析法虽
然可测定的物质种类较多，但因其定性的可靠性仍然较差，大大限制了它在某些领
域中的应用。 
随着分析技术的迅猛发展，常用的色谱技术不断被 HPLC-MS/MS 联用技术所
代替，HPLC-MS/MS 联用技术就是利用“互补性”的分析思路，将具有高效的纯
化及分离的系统与具有高通量目的物筛选技术的质谱结合起来，结合了质谱信息以
及光谱信息，开展了复杂混合物体系中各组分可同时进行群分析的微量、快速、高
效的一种分析方法[10-11]。MS/MS 质谱技术是通过对分子离子及其利用某种方式碎
裂后获得的碎片离子两次扫描监测来进行数据分析，是一种非常精密的技术，具有
的双重把关性使得其具有检测干扰小、灵敏高、稳定性好的特点。早前，Geneva 
University Hospital 的研究人员应用 LC-MS/MS 法与 LC-DAD 法比较测定了 336 个
人血浆样品，用大量的实验数据论证了用 LC-MS/MS 法测定体内的代谢物具有足
够的灵敏度和选择性，仪器分析可靠，并提供了一个非常好的方法评价[12]。目前，
HPLC-MS/MS 联用技术已成为复杂混合物体系分析研究中最重要的、最强有力的
工具之一。HPLC-MS/MS 联用技术应用 HPLC 进行分离，分析前样品预处理简单，
一般无需水解或者衍生化，更适合用于复杂生物体系中分析物的分离纯化及其鉴定。
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随着质谱仪技术的不断更新发展，MRM 技术已成为化合物定性定量分析检测的重
要技术。HPLC-MRM 联用技术就是 HPLC-MS/MS 联用技术的应用，即使得监测
到的分子离子与碎片离子形成同时监测的离子对，最终以离子对的形式形成响应信
号强度，即只有同时满足分子离子及碎片离子与目标化合物信息特征一致的才能获
取信号强度。因此，HPLC-MRM 联用技术具有干扰极小，灵敏度极高的特点，可
直接对微量未知化合物进行结构鉴定，已成为目前体内化合物的分析鉴定、组合化
合物的高通量分析以及天然产物的化学筛选等现代药学研究领域中最强有力的工具，
几乎可以用于大部分的有机化合物以及大分子蛋白等的检测[13]。 
1.2 质谱技术 
1.2.1 定义及原理 
质谱技术，即质谱分析法 (mass spectrometry, MS)，是指一种通过某种方式来
电离样品，使产生的离子按质荷比 (质量/电荷，m/z) 进行分离后进行检测分析的仪
器分析方法。其基本原理是：经过预处理分离纯化得到的终样品进入质谱系统后，
通过离子源给以一定的能量，各组分被某种方式电离为各种不同质荷比的分子离子
或者其产生的碎片离子，然后带有某种目标信息的离子被特定选择并加速进入质量
分析器中，不同的离子通过某种方式进行分离，并按 m/z 的大小依次进入检测器中
进行数据分析得到的相关离子质量谱[14]。通常，质谱技术被认为是一种具有高选择
性、高灵敏度、分析速度极快及样品用量极少等特征的分析技术，并且可同时进行
分离和鉴定的一种分析方法。在药物的体内代谢产物的结构研究中，可直接对微量
未知化合物进行结构鉴定，已成为目前药物代谢产物的分析鉴定、组合药物产物的
高通量分析以及天然产物的化学筛选等现代药学研究领域中最强有力的工具。目前，
质谱技术被广泛地应用于环境、化工、化学、能源、材料科学、医药、生命科学、
运动医学、刑事科学技术等各个领域。质谱分析仪器的结构一般由样品导入系统、
真空系统及数据处理系统等部分组成，其中，真空系统部分包括了离子源、质量分
析器及检测器 (如图 1.1)。 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章  序言 
4 
 
资料来源：美国应用生物系统公司：《现代科学仪器》，1990。 
图 1.1 质谱仪器的组成 
Fig. 1.1 Main components of mass spectrometer 
 
1.2.2 电喷雾电离源 
质谱检测的对象主要是生命活性物质和有机物，它们的稳定性较低，这就要求
用到一些较低能量电离源 (软电离源)，而不能用高能 AES 激发源。目前，主要的
电离源大体分为  4 类，有喷雾电离  (spray ionization, SI)、解吸电离  (desorption 
ionization, DI)、化学电离  (chemical ionization, CI) 及电子轰击电离  (electron 
impact ionization, EI)。一般不同的电离源对样品及离子化试剂的要求不同 (如表 1-
1 所示) 。另外，电离源产生离子的过程需要通过某种方式施加一定的电离能，这
就使得产生的各离子之间能够相互反应，导致电离得到的各离子结构更加地丰富而
复杂。一般不同的电离能得到的离子复杂程度不同，比如，在 EI 的作用下，通过
改变离子的内能 (如调节中性粒子数量、EI 能量及碰撞时间等)，可以改变离子与分
子之间的反应程度，当电离能为 10 eV 左右时，大部分的分子电离效率最高，离子
与分子之间反应更完全，能够产生大量的分子离子，即母体离子；当电离能达到
50 eV 时，大多数内能较大的离子能够自发产生源内裂解，从而得到更丰富的碎片
离子，但仍然保留着部分的母体离子；当电离能达到 70 eV 时，电离激发能量大，
检测分析的分辨率达到最好，有助于质谱仪获得高分辨的指纹图谱，然而，却会导
致分子与离子之间很难进行彻底地反应。因此，电离能降低会使稳定的目标分子离
子信号得到更多，相反离子的碎片就减少，通常这种情况有助于定性分析。对于 
EI 来说，SI、DI 和 CI 都是属于软电离源，它们的电离激发能量比较温和，一般能
够保留较为稳定的母体离子，而不会被裂解成相应的碎片离子。目前，随着质谱技
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术的不断发展，主要有 5 种软电离技术的产生，包括：电喷雾电离 (ESI)、快原子
轰击 (FAB)、基质辅助激光解吸电离 (MALDI)、等离子体解吸 (PD) 和大气压化学
电离 (APCI)。而 ESI 和 APCI 被广泛应用于化合物定性定量分析中，APCI 主要用
于非极性化合物的电离， ESI 则可用于绝大部分化合物的电离，包括强极性、中等
极性的有机化合物以及生物大分子化合物的电离。 
 
表 1-1 质谱电离源所需的离子化试剂及适宜样品 
Table 1-1 Ionization reagents and suitable samples for mass ionization sources  
电离源 离子化试剂 适宜样品 主要特点 
EI 电子 气态 硬电离，重现性高，结构信息多 
CI 气体离子 气态 软电离，提供 [M+1]+ 
DI 光子，高能粒子 固态 软电离，适应高分子化合物 
SI 高能电场 热溶 软电离，产生多电荷离子 
 
ESI 是在 3-5kV 的强静电场 (毛细管和质谱进口间的电势差) 及高温作用下形成
离子的，即首先产生大量的以喷雾形式存在的带电小液滴，然后溶剂不断地挥发后
使得液滴分裂，形成大量带多电荷的单个离子，随后进一步电离得到多重质子化离
子[15]。即毛细管喷出液滴在热气流的作用下，表面溶剂蒸发，电荷密度骤增。当静
电排斥力达到液滴的表面张力时，液滴发生崩解，形成更小的液滴。于是，液滴中
溶剂迅速蒸干，最终成为样品的准分子离子或者部分裂解为碎片离子 (如图 1.2)。
ESI 有正、负离子两种运行模式可供选择，根据离子的形成过程，一般碱性组分在
弱酸性的环境下选择正离子化模式，酸性组分则可在弱碱性的环境下选择负离子化
模式。ESI 是一种软电离方式，通常形成高度荷电的离子而很少形成碎片离子。因
此，即使是用于分析稳定性差、分子量大的物质，比如肽、蛋白质及糖等极性强的
物质，也比较少在其电离源电离的过程中产生碎片离子。ESI 彻底解决了极性大、
热不稳定的化合物的离子化问题。ESI 不但具有离子化效率高、灵敏度高、分析范
围广等优点，而且容易形成带多电荷的离子，由此降低了检测物质的质荷比，有利
于各种不同类型的质量分析仪的检测，从而扩大了其检测物质的分子量范围。比如，
一个分子量为 10000 Da 的化合物通过 ESI 的电离，如果形成带有 10 个电荷的离子，
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那么质荷比就只有 1000，大大降低了测定的分子量范围，此时只需要一般的质谱
仪就可以进行对其分析了。目前采用 ESI 离子源的质谱仪可以测量的分子量达到了
300000 Da 以上，因此，ESI 被广泛应用于蛋白质的定性定量分析中。 
 
 
资料来源：陈耀祖，《有机质谱原理及应用》， 科学出版社，2001年 1 月 1 日。 
图 1.2 电喷雾电离示意图 
Fig. 1.2 Characteristic components of an electrospray ionization source 
 
1.2.3 三重四极杆质谱仪的原理 
质量分析器是整个质谱仪器的核心部件，决定着其分析检测物质的质量范围和
分辨率，由于各质谱仪器的质量分析器不同，因此，不同类型的质谱仪器具有不同
的分析优势。目前质谱仪器的质量分析器主要包括：四极杆滤质器 (Q-MS)、飞行
时间分析器 (TOF)、磁分析器、离子迦旋共振以及离子阱分析器 (Trap)[16]。其中，
四极杆滤质器就是四极杆质量分析器，它虽是最古老的一个技术，却具有分析能力
特别强的特点，即使用于最苛刻最复杂的基质，也能得到非常高的耐用性及灵敏度，
因此广泛应用于代谢组学、环境学、食品和饮料中的多组分定量、临床研究和靶向
定量蛋白质组学等研究领域。Q-MS 最主要的优势为具有全扫描 (full scan) 的功能，
因此离子源产生的离子流中各种的离子均可被检测到，由此获得的离子信息可以分
析被测样品的组分状态，因此可用于复杂成分的组分分析，比如药物的代谢组学、
植物中提取物的分析等。但是由于质量分析器 Q-MS 还存在着某些的不足，比如 
ESI 离子源形成的离子 m/z 大多大于 3000 Da，但是 Q-MS 分析的 m/z 一般达不到
3000 Da，所以 Q-MS 并不能用于检测生物大分子化合物的离子信息。 
Q-MS 可以用于直接定量简单的成份，但对于复杂生物基质体系中成分的分析
需做进一步的确定，因为通常单四极杆不具有 MS/MS 功能，不能给特定的化合物
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章  序言 
7 
提供足够的信息。也就是说，单四极杆仅可对分析样品中所有分子离子进行扫描检
测，然而样品组分在离子源电离中存在部分被裂解，因此我们通过全扫描所观察到
的分子离子信息也有可能是由其它更大的碎片所产生，所以面对复杂的样品，我们
需要进一步的分析确认。随着质谱技术的发展，目前已经可以选择用串联质谱技术。
在串联质谱中，可以选择任意的离子而对其进行特定的质谱碎片离子研究，这样检
测出来的所有碎片离子只属于所选定的离子，专属特异性大大提高，避免了假阳性
的出现。要提高具有 Q-MS 质谱的定量能力，实现 MS/MS 功能，可以把四极杆串
联起来，使其具有同时扫描分子离子和碎片离子的功能。目前，三重四极杆质量分
析器 (Q/Q/Q-MS) 即为四极杆串联组合的质量分析器。Q/Q/Q-MS 分为 Q2、Q1 和
Q3 三重四极杆 (如图 1.3)，在质量分析器内部，一般 Q1 或者 Q3 均可以用于全扫
描，Q1 可以用于分子离子的选择确定目标组分，Q3 采集的离子信息则可以为由
Q1 确定的分子离子的产物离子或者特定的中性丢失，Q2 则作为碎片离子产生的碰
撞室或者离子传输通道。 
随着质谱技术的发展，目前 Q/Q/Q-MS 已具有多种 MS/MS 二级质谱分析的功
能，可以实现单离子监测 (single ion monitoring, SIM)、中性丢失扫描 (neutral ion 
scan, NI)、产物离子扫描 (production ion scan, PI)、前体离子扫描 (precursor ion 
scan, PRI)、选择反应监测  (selective reaction monitoring, SRM) 和多反应监测 
(multiple reaction monitoring, MRM)，因而具有强大的定性定量分析能力。其中，
通过前体离子扫描模式可以对特定的官能团或者结构片段进行扫描，然后扫描出具
有这样的官能团或者结构片段的前体化合物。这种扫描模式在脂组学的研究中经常
用到，特别是在研究磷脂结构中[17]，因为同一类型的磷脂具有相同的结构片段，因
此这样的扫描可以直接对复杂样品中某一类别的磷脂结构进行归类，即可以直接扫
描出所有带有这样结构片段的磷脂，这样非常有利于后续的实验工作。另外，
Q/Q/Q-MS 还具有 MS/MS/MS 三级质谱分析的功能，这样可以获得更为详细的离
子碎片信息，可用于进一步的分子结构信息的研究。总之，Q/Q/Q-MS 增强了复杂
基质体系中组分的分析，具有更高的灵敏度和选择性，定量重现性最好，被广泛应
用于临床研究、食品农残、化妆品以及法医学等各领域。 
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